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RESUMO

ABSTRACT

Effect of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and heparin on erythrocytes of ostriches
(Struthio camelus L.)

Anticoagulants with different modes of action have been used in avian hematology, however, few studies on
their effects on the hematological parameters of ostriches were published. Seeking to fill this gap, the effect of
two routine anticoagulants (EDTA - 2 mg/mL blood and Heparin - 10 U/mL blood) on erythrocytes of ostriches
was compared. Blood samples of 20 ostriches, treated with both anticoagulants were evaluated for integrity,
globular volume and morphometry of the erythrocytes. The erythrocyte integrity was estimated by the
concentration of free hemoglobin in plasma. The globular volume was obtained by the method of microhematocrit
and morphometric data (area, bigger and smaller diameters) were automatically calculated by a computerized
system for high resolution digital image. Hemolysis estimated by plasma hemoglobin, packed cell volume, area
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Comparação do efeito do ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) e da
heparina sobre os eritrócitos de avestruzes (Struthio camelus L.)

Anticoagulantes com diferentes formas de ação têm sido utilizados na hematologia aviária. Entretanto, poucos
estudos foram publicados sobre seu efeito e sobre os parâmetros hematológicos dos avestruzes. Visando a preencher
essa lacuna, realizou-se um estudo em que foi comparado o efeito de dois anticoagulantes de rotina (EDTA - 2 mg/mL
sangue e da Heparina -10U/mL sangue) sobre os eritrócitos de avestruzes. Para tanto, foram avaliados a integridade, o
volume globular e a morfometria dos eritrócitos de amostras sanguíneas de 20 aves, tratadas com ambos os
anticoagulantes. A integridade eritrocitária foi estimada pelo grau de hemoglobina livre no plasma, sendo o volume
globular obtido pelo método de micro-hematócrito e os dados morfométricos (área, diâmetro maior e menor) calculados
automaticamente em sistema computadorizado de imagem digital de alta resolução. A hemólise estimada pela dosagem
de hemoglobina plasmática, o volume globular, a área e o diâmetro máximo dos eritrócitos foram significativamente
maiores nas amostras tratadas com EDTA. Para melhor preservar a integridade e a morfometria dos eritrócitos, concluiu-
se que a heparina é um anticoagulante mais adequado que o EDTA para avaliar as discrasias eritrocitárias dos avestruzes.

Palavras- chave: Hemácias, interferência de anticoagulante, morfometria eritrocitária, técnica de colheita, hematologia
aviária.
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INTRODUÇÃO
A demanda mundial por produtos de alto valor agre-

gado proporcionou a popularização da criação de aves-
truzes em diversos países, cujo rebanho mundial, explora-
do zootecnicamente, chega a aproximadamente quatro
milhões de aves. O Brasil apresenta um plantel em forma-
ção na primeira fase de produção, com cerca de dez anos
e aproximadamente 200 mil aves, distribuídas em várias
regiões do país (ACAB, 2005). Estima-se que a industria-
lização se inicie nos próximos três anos. O interesse na
patologia clínica desses animais determinou a necessida-
de de estabelecer perfis hematológicos para auxiliar no
diagnóstico das doenças.

A Heparina possui ação antitrombínica, impedindo a
coagulação, enquanto o ácido etilenodiaminotetracético
(EDTA) é um composto orgânico que age formando com-
plexos muito estáveis com diversos íons metálicos. Em
razão dessa propriedade, o sal EDTA é usado como
anticoagulante do sangue, pois quela os íons de cálcio,
que promovem a coagulação sanguínea (Jain, 1993).

Pennock & Jones (1966) compararam o efeito do EDTA
e da Heparina sobre os índices hematimétricos do sangue
humano e demonstraram que esse sal produz valores de
volume corpuscular médio (VCM) e de concentração da
hemoglobina corpuscular média (CHCM) falsamente di-
minuídos, podendo comprometer o diagnóstico das ane-
mias. Observaram que os valores do volume globular de
sangue colhido com concentração de EDTA superior a 2
mg/ml diminuíram significativamente.

Em humanos, acredita-se que a hemólise causada pelo
EDTA seja oriunda de seu efeito osmótico sobre a mem-
brana eritrocitária, cuja ação hemolítica é tão maior quan-
to maior for a concentração do anticoagulante (Blaxhall,
1973). Segundo Pinteric et al. (1975), o EDTA promove
alterações na membrana dos eritrócitos de humanos, mo-
dificando sua morfologia e desencadeando o processo de
hemólise osmótica. Vários autores relataram agregação
de eritrócitos, plaquetas e, principalmente, leucócitos,
associada à presença de EDTA (Deol et al., 1995; Lombarts
et al., 1999).

O volume globular de sangue de aves e répteis colhi-
dos com EDTA e Heparina foi similar. Entretanto, obser-
varam-se maiores valores de VCM e de hemólise nas amos-

tras colhidas com o primeiro anticoagulante (Hatting &
Smith, 1976). Segundo Fourie (1977), a Heparina é o
anticoagulante mais adequado para a hematologia de pom-
bos. A hemólise causada pelo EDTA foi observada em
aves grou (Hawkey et al., 1983), corvo, peru e calau (Dein,
1986). Diferentemente, Thrall (2004) afirma que a heparina
e o citrato podem ser utilizados nas análises hematológicas
de aves. Entretanto, o EDTA apresenta a vantagem de
preservar a morfologia e evitar aglomerados de leucócitos.

À semelhança do que ocorre com outras espécies
aviárias, não há consenso quanto ao uso dos anticoagu-
lantes na hematologia dos avestruzes. Kelly (1999), Spinu
et al. (1999) e Ben Romdhane et al. (2000) utilizaram o
EDTA, enquanto Raukar & Simpraga (2005) fizeram uso
do Citrato de Sódio e Palomeque et al. (1991) e Mushi et
al. (1999) utilizaram a Heparina como anticoagulante de
escolha para estudos hematológicos em avestruzes.

O efeito dos anticoagulantes sobre os parâmetros
hematológicos de avestruzes, até o momento, não foi bem
avaliado. Recentemente, Mafuvadze & Erlwanger (2007),
em estudo realizado com apenas oito avestruzes adultos,
verificaram que amostras sanguíneas colhidas com
heparina sódica apresentaram fragilidade osmótica e vo-
lume globular (VG) menores do que as colhidas com EDTA
potássico. Na tentativa de explicar esses resultados,
Mafuvadze & Erlwanger (2007) hipotetizaram que o EDTA
promove um aumento do tamanho dos eritrócitos de aves-
truzes e, consequentemente, maiores valores de VG. Nes-
te mesmo estudo a conservação das amostras em tempe-
ratura ambiente não causou variação no valor do VG ao
longo do tempo (0,5, 6 e 12 horas).

Para realização do presente estudo, considerou-se a
escassez e contradição das informações da literatura
supracitada, assim como o fato de que nos primeiros
três meses pós-nascimento a concentração de hemoglo-
bina fetal instável é mais elevada e que, neste período, a
estrutiocultura sofre sérios prejuízos por causa da ele-
vada taxa de mortalidade. Buscando melhor conhecer o
efeito hematológicos dos anticoagulantes de rotina, de-
cidiu-se testar a hipótese de que o volume, a integridade
e a morfometria eritrocitária de avestruzes jovens dife-
rem em amostras colhidas com EDTA sódico e Heparina
sódica.

and maximum diameter of erythrocytes were significantly higher in the samples treated with EDTA. To better
preserve the integrity and morphometry of erythrocytes, it was concluded that the heparin rather than EDTA is a
more appropriated anticoagulant to evaluate erythrocyte dyscrasia in ostriches.

Key words: Anticoagulant interference, avian hematology, blood collection techniques, erythrocyte
morphometry, red blood cells (erythrocytes).



340 Antonio José Sabino et al.

Rev. Ceres, Viçosa, v. 57, n.3, p. 338-342, mai/jun, 2010

MATERIAL E MÉTODOS
Seleção dos animais

Utilizaram-se 20 avestruzes com idades entre 7 e 62
dias, sendo oito fêmeas e doze machos, provenientes do
incubatório do Curso de Medicina Veterinária da Univer-
sidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho – UNESP
– Campus de Araçatuba, São Paulo. Como critério de in-
clusão, consideraram-se apenas aves clinicamente sau-
dáveis, no momento da coleta e, que, até 30 dias pós-
coleta apresentaram bom desenvolvimento corporal e ne-
nhuma doença.

Coleta das amostras
 Em coleta única, utilizando-se agulhas (0,70 x 25 mm)

e seringas plásticas descartáveis, de cada ave, por
flebocentese da jugular, obtiveram-se três mililitros de
sangue, que foram distribuídos equitativamente em três
diferentes frascos plásticos: Tubo E: contendo 20 µL de
solução aquosa de EDTA sódico4 a 10% (2 mg/mL san-
gue); Tubo H: contendo 2 µL de Heparina sódica 5 (10 U/
mL sangue) e Tubo SA: isento de anticoagulante.

Análises laboratoriais
As amostras foram mantidas refrigeradas (4ºC) até o

momento de seu processamento (2 a 5 horas). O volume
globular (VG) foi determinado pelo método de micro-
hematócrito, conforme preconizado pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
(2000), utilizando-se tempo de centrifugação de cinco
minutos e força de centrifugação de 11.827 g. A concen-
tração de hemoglobina no soro e no plasma foi determi-
nada pelo método da cianohemiglobina, utilizando-se um
conjunto reativo de Drabkin comercial6 e leitura em
espectrofotômetro7 com comprimento de onda de 540
nm. A coloração dos esfregaços sanguíneos foi realiza-
da utilizando-se um conjunto de reativo panótico rápido
comercial8. A determinação morfométrica dos eritrócitos
foi realizada com imagens obtidas por sistema de
microscopia óptica9 (aumento 400X) acoplado à câmera
de captura digital10 e analisadas por programa compu-
tadorizado de análise de imagem11 configurado para o
cálculo automático de área e diâmetros máximo e mínimo
de estruturas elípticas. Os parâmetros morfométricos
foram estimados a partir das análises individuais de no
mínimo 100 eritrócitos de cada amostra de sangue colhi-
da com EDTA e Heparina, totalizando o mínimo de 2 000
eritrócitos por tratamento.

Análise estatística
Todos os parâmetros foram previamente analisados

quanto à normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov
e homocedasticidade pelo teste de Bartlett. Conforme os
resultados dessa análise inicial, a significância das dife-
renças de todos os parâmetros quanto ao sexo, ao VG, à
área e aos diâmetros, entre os tratamentos EDTA e Heparina
foi calculada pelo teste T de Student pareado ou de Mann-
Whitney. Para a variável hemoglobina, realizaram-se os
testes de Kruskall-Wallis e Dunn para a comparação múl-
tipla de postos referentes aos tratamentos EDTA, Heparina
e soro. Todas as análises estatísticas supracitadas foram
realizadas em programa estatístico computadorizado12.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Todos os parâmetros analisados no presente estudo

não apresentaram diferença estatística (p<0,05) quanto
ao sexo, de modo que os dados foram analisados como
um todo, levando-se em consideração apenas os trata-
mentos (EDTA e Heparina).

As concentrações de hemoglobina nos soros e em
amostras com Heparina foram muito baixas e não diferi-
ram significativamente (Tabela 1), indicando que a
metodologia adotada na coleta e manipulação das amos-
tras do experimento não promoveu perda significativa
da integridade dos eritrócitos. Já o grau de hemólise in-
dicado pela concentração de hemoglobina no plasma de
amostras tratadas com EDTA foi superior (p<0,01) ao
verificado com amostras heparinizadas e do soro, inde-
pendentemente da idade (Tabela 1). Esta maior concen-
tração de hemoglobina no plasma colhido com EDTA
evidencia o efeito hemolítico mais acentuado desse
anticoagulante, quando comparado à Heparina, confor-
me descrito para as aves grou (Hawkey et al., 1983), cor-
vo, peru e calau (Lumeij, 1986) e para avestruzes
(Mafuvadze & Erlwanger, 2007).

Independentemente da faixa etária dos avestruzes, a
grande maioria (95%) das amostras com EDTA apresentou
VG maior do que as amostras tratadas com Heparina, sendo
a maior diferença de 9%. Diferentemente, Hatting & Smith
(1976) constataram valores de VG similares em amostras de
aves e répteis colhidas com EDTA e Heparina. Entretanto,
verificaram maiores valores de VCM e hemólise nas amos-
tras colhidas com o primeiro anticoagulante. Embora o efei-
to hemolítico tenha sido maior em amostras com EDTA, o
VG médio de amostras obtidas com esse sal foi significati-
vamente superior aos com Heparina (Tabela 1). Este acha-

4 EDTA Titriplex II GR for analysis, Merck, UK
5 Heptar, 5000U, Eurofarma, São Paulo-SP
6 Líquido de Drabkin, Newprov, Maringá-PR
7 Espectrofotômetro CELM E205D, São Paulo-SP
8 Instant Newprov, Maringá-PR

9 LEICA DMLS, Wetzlar, Germany
10 LEICA DC 300, Heerbrugg, Schweiz
11 Image-Pro®Plus, version 4.1, Media Cybernetics, Maryland, USA.
12 SAS/Software, Statistical Analysis System Institute, 1997, USA
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do aparentemente contraditório deve-se a um efeito
osmótico do EDTA sobre os eritrócitos, ocasionando
maior hemólise e aumento do volume das células mais
resistentes não lisadas, conforme já descrito em humanos
(Blaxhall, 1973; Pinteric et al. 1975) e em avestruzes
(Mafuvadze & Erlwanger, 2007). Segundo Jain (1993) o
EDTA sequestra os íons Ca++ responsáveis pela ativação
da bomba de Na+ e K+ da membrana celular, permitindo a
livre entrada de água para o interior da célula, promoven-
do seu intumescimento e consequente lise. Andreasen et
al. (1997) e Mafuvadze & Erlwanger (2007) afirmam que
os eritrócitos dos avestruzes apresentam diferentes graus
de fragilidade osmótica, causados pelas interações quí-
micas com o EDTA e que este mecanismo de hemólise
necessita de uma melhor investigação.

Mafuvadze & Erlwanger (2007) hipotetizaram ainda que
o EDTA causa aumento do tamanho dos eritrócitos de
avestruzes. De fato, a média da área dos eritrócitos obtida
com EDTA foi significativamente superior à obtida com
Heparina (Tabela 1), sendo os menores eritrócitos (30-99
µm2) mais frequentes em amostras heparinizadas, enquanto
os eritrócitos maiores (100-150 µm2) são mais numerosos
em amostras com EDTA (Figura1).

Amostras colhidas com EDTA, quando comparadas
às heparinizadas, apresentaram diferenças significativas
quanto ao diâmetro maior e menor (Tabela 1), apresentan-
do eritrócitos mais alongados. Essas diferenças devem
ser consideradas em estudos que utilizam a morfometria

eritrocitária para desenvolvimento de contadores
automatizados e para investigação comparativa da evolu-
ção e adaptação das espécies.

O conjunto dos resultados obtidos indica que, para a
adequada interpretação dos valores eritrocitários dos
avestruzes, deve ser considerado o tipo de anticoagulante
utilizado na colheita da amostra. Amostras colhidas com
EDTA podem mascarar o diagnóstico de processos anê-
micos, quando considerado o valor de referência de VG
obtido com sangue heparinizado. Por outro lado, quando
considerada a contagem eritrocitária, a amostra colhida
com EDTA pode induzir a um falso diagnóstico de ane-
mia, por causa do efeito hemolítico desse sal.

CONCLUSÕES
Para análises quantitativa e morfométrica dos

parâmetros eritrocitários de avestruzes, a Heparina sódica
(10 U/mL sangue) demonstrou ser um anticoagulante mais
adequado do que o EDTA sódico (2 mg/mL sangue).
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